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本文建立了泡球蚴与 HeLa 细胞体外共培养系统：在含 10%胎牛血清的































Alveolar echinococcosis, caused by the metacestode larval stage of the cestode 
Echinococcus multilocularis, is one of the most serious and life-threatening zoonoses 
in the world. However, the molecular basis of host-parasite interaction and immune 
evasion has not been well elucidated. Main reasons for this lack of knowledge are the 
tremendous experimental difficulties in cultivating parasitic helminths under 
laboratory conditions and obtaining sufficient amounts of parasite material for 
molecular analyses. The availability of suitable in vitro cultivation systems for 
Echinococcus multilocularis metacestode vesicles is of vital importance.  
In the present study, an in vitro Echinococcus multilocularis larvae co-cultivation 
system with HeLa cell was established. HeLa cell and Echinococcus multilocularis 
were cultured in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 
10% fetal bovine serum. HeLa cell not only maintained redox equilibrium but also 
secreted material to promote thegrowth and development of Echinococcus 
multilocularis larvae in this co-culture system. However, the continuous presence of 
host cells in this system handicapped detailed studies on Echinococcus multilocularis 
metacestodes. Furthermore, an in vitro cultivation of Echinococcus multilocularis 
larvae system under anaerobic conditions was developed. Under anaerobic conditions, 
the growth and development of metacestode vesicles occurred in the presence of 
culture medium that was preconditioned by HeLa cells and contained 
β-Mercaptoethanol, L-Cysteine and Bathocuproinedisulfonic acid. In the anaerobic 
culture system, fetal bovine serum in culture medium supported survival of the 
vesicles. The secretion of HeLa cell promoted the growth and development of the 
parasite. Reducing agent and chelating agent maintained the reducing environment 
which is required for the parasite to stabilize the balance of redox state. Their 
respective effects were varying. β-Mercaptoethanol most significantly supported 















Bathocuproinedisulfonic acid which had a little effect on larval growth. A 
combination of the three agents can get even better results. Under anaerobic 
conditions, vesicles that are free of host cells can be generated. On the basis of this in 
vitro anaerobic culture system, future analyses on the identification of host-derived 
growth factors and infection strategies and development of Echinococcus 
multilocularis will be greatly facilitated. 




















目前，棘球属绦虫被认可的有 4 个独立种[2-4]，即：细粒棘球绦虫（Echinococcus 
granulosus Batsch, 1786, Eg），幼虫期为囊状棘球蚴（cystic echinococcus）；多房
棘球绦虫（Echinococcus multilocularis Leuckart, 1863, Em），幼虫期为泡状棘球蚴
（alveolar echinococcus）；寡节棘球绦虫(Echinococcus oligarthrus Diesing, 1863) 
























图 1 细粒棘球绦虫成虫与多房棘球绦虫成虫 

































肠壁，一般经 45 天可发育为成熟的绦虫。其具体过程即生活史图解（图 2）如
下： 
 
图 2 多房棘球绦虫生活史（引自陈佩惠，1999[1]） 



































图 3 泡状棘球蚴病世界分布图（引自 McManus DP[36]） 


































化的 Em2plusELISA 试剂盒用于泡球蚴病的免疫诊断，Em2-ELISA 已被 WHO
确定为 AE 免疫诊断的参照指标。目前对多房棘球蚴病特异性免疫学反应中的优


























































































胶原，30 分钟后在其上接种肝细胞，4 小时和 6 小时后分别换液一次，再过夜即
可），最后覆盖一层胶原，30 分钟后加入含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液并





图 4 原代肝细胞作为滋养细胞培养泡球蚴组织示意图（引自 Jura（1996）等[84]） 
Fig4. Schematic diagram of the culture system for propagation of echinococcal 
































































Milipore-R050 中央超纯水系统，精密电子天平（Sartorius  BP310S），微量
离心机（Thermo Scientific Sorvall Legend Micro 17），GL-802 微型台式真空泵，
Thermo Scientific Forma® Series II Water Jacketed CO2 Incubators（二氧化碳培养
箱），SterilGARD® e3 Class II Biological Safety Cabinets（Baker Company）即生
物安全柜，GlassMaster 电动吸液器（RAININ 公司），超低温冰箱（HARRIS 公
司），﹣20℃冰箱，精密 pH 计，倒置显微镜，DHG-9076A 电热恒温鼓风干燥箱
（上海精宏实验设备有限公司），立式压力蒸汽灭菌器（上海博讯实业有限公司
医疗设备厂），尼康 Eclipse 80i 生物显微镜，100 ×20 mm 细胞培养皿(NUNC 公
司 Cat.172958)，75cm2 细胞培养瓶（NUNC 公司 Cat.156472），50ml 离心管(尖
底)（NUNC 公司 Cat.373660），1.5ml Eppendorf 离心管，2ml 无菌塑料冷冻保存
管，玻璃移液管（10ml、5ml、2ml），玻璃吸管，细口吸管，37℃恒温水浴槽，
微量移液器（Eppendorf 公司，0.5-10 µl, 10-100µl, 100-1,000µl），Nalgene Filter 
Holder With Receiver 可反复用抽滤装置（Thermo Scientific 公司，Cat. 300-4100），
亲水性 Durapore 表面滤膜（Millipore 公司，Cat. GPWP04700），OLYMPUS SZ61
体式显微镜（底座照明系统为高水平透射光照明灯/SZX-ILLB2 ），6 孔细胞培养
板（NUNC 公司 Cat.140675)，50ml 离心管(尖底)（NUNC 公司 Cat.373660），





















Fetal Bovine Serum（HyClone Cat. SV30087.02）即胎牛血清，
Penicillin-Streptomycin Solution（HyClone Cat. SV30010）即青霉素-链霉素溶液，
Dulbecco's Modified Eagle Media（DMEM 培养基）／高糖（HyClone Cat. 
SH30045.10），二甲基亚砜（DMSO），0.25% Trypsin-EDTA 消化液（GIBCO Cat. 
25200），台盼蓝，β-巯基乙醇（β-Mercaptoethanol，英文通用缩写为 ME 或β
-ME，Sigma –Aldrich 公司 Cat.M6250），L-半胱氨酸（L-Cysteine，Sigma 公司 
Cat.C-1276），Bathocuproinedisulfonic acid（2,9-二甲基-4,7-二苯基-1,10-菲啉磺酸




重铬酸钾  63g 
浓硫酸  1000ml 








（1）4％台盼蓝母液：称取 4 克台盼蓝，加入少量蒸馏水研磨，加双蒸水至 100
毫升，用滤纸过滤，4℃保存。 



















NaCL     8.5g 
KCL     0.2g 
Na2HPO4·12H2O  2.85g 
KH2PO4     0.27g 
溶于 100ml 超纯水中。 
（2）PBS 工作液配法： 
取储存液 50ml，加超纯水 450ml 即成，高压灭菌，4℃保存。 
 




1. 按 DMEM 培养基／高糖（HyClone Cat. SH30045.10）说明书称取 13.5g 培养
基。. 
2. 在室温下，用 700ml 超纯水溶解培养基干粉，轻轻搅拌，不要加热。 
3. 加 3.7g NaHCO3 到培养液中，加入适量青霉素-链霉素溶液至青霉素的终浓度
为 100U／ml，链霉素的终浓度为 0.1mg／ml。 
4. 通过缓慢搅拌加入 1mol／L NaOH 或 1mol／L HCL 调节 pH(7.0~7.2)，由于 pH
在抽滤时会上升 0.1~0.3，因此调节 pH 至 7.0~7.1 最佳。 
5. 用超纯水定容至 900ml 后，搅拌溶解，注意不要过分搅拌。 
6. 于 4℃静置完全溶解后，在超净台内用无菌滤器（0.22um 微孔滤膜滤器）过




































“注水－倒空”15 次以上，最后用纯水浸洗 3 次，再用超纯水漂洗 3 次，烘干
后包装备用。 
（2）橡胶用品的清洗 
    胶塞类橡胶制品，每次用后先用蒸馏水浸泡，然后用 2% NaOH 煮沸 15 分
钟，用自来水冲洗干净，再用 1%稀盐酸浸泡 30 分钟，用自来水冲洗、蒸馏水漂





   塑料制品特点：质软、易出现划痕；耐腐蚀能力强、但不耐热。清洗方法如
下：使用器皿后立即用清水清洗或浸泡在水中，用脱脂棉轻轻擦拭掉残留附着物
或用超声波清洗机清洗，再用流水冲净，浸泡在 2% NaOH 液中过夜，然后用自
来水冲洗，用 2%~5%的盐酸浸泡 30min 后再用自来水冲洗（15～20 遍），蒸馏















Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
